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走化性を利用したハクサイ軟腐病細菌の
検出・診断技術の開発に関する研究 
 RESEARCH ON DEVELOPMENT OF DIAGNOSTIC TECHNOLOGY OF 
CHINESE CABBAGE SOFT ROT BACTERIA UTILIZING CHEMOTAXIS 
野木郁弥
Ikuya NOGI 
指導教員 濱本宏
法政大学大学院理工学研究科生命機能学専攻植物医科学領域修士課程
We found that Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum shows strong chemotaxis to the cut surface 
of Chinese cabbage leaves. Utilizing this phenomenon, we planned to recover this plant pathogenic 
bacterium from the batch of various bacteria, and to detect them with high sensitivity. We designed our own 
experimental devices, then the types of chemotaxis attractants were examined. Using the developed 
equipment, we succeed to selectively recover this bacterium from the severely rot tissue of the 5- and 7- 
days post inoculation plants. However, it was difficult to recover the pathogen from the soil mixed with the 
soft rot tissue. Improvement of equipment as well as the further examination on the attractants would be 
necessary for the field deployment 
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１．緒言
土壌伝染性の植物病害はひとたび発生すると根絶防除
が難しい。作付けと病害発生が繰り返されることで、土壌
中の病原密度が下がらない悪循環を招くからである。そ
のため、作付けする土壌中の病原細菌の有無をあらかじ
め検出し、その密度を測定することは土壌伝染性の細菌
土壌伝染性の病害予防・防除においてきわめて重要であ
る。土壌からの病原の検出については、選択培地を用いて
病原を選択的に培養、検出する方法や、宿主植物の組織片
等を土壌中に埋め込み病原を増殖、捕捉する方法、さらに
土壌から直接 DNA を抽出して病原に特異的な遺伝子の
配列を検出する方法等があるが、いずれの方法も、いかに
して選択的に、かつ高感度に病原を検出できるかに工夫
がこらされている。
野菜類軟腐病は、γ プロテオバクテリアに属するグラム
陰性細菌 Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
（以下 Pcc）が病原の土壌伝染性の細菌病である。本細菌
は多犯性であり、また貧誘引物条件に強いため根絶が難
しい。我々は、本細菌がハクサイ葉の切り口に強い走化性
を示すことを見出し、この現象と孔径の異なるメンブレ
ンフィルターの利用を併せ、雑菌等の中から選択的に本
細菌を取り出し、高感度に、精確に検出することができな
いかと考え、研究を行った。
２. 材料および方法
（１） 罹病組織の作成
 市販されているハクサイの葉に爪楊枝を用いて穴をあ
け、NA 培地上で培養した PccMAFF 211376 株を滅菌水に
懸濁して、10μl を接種した。接種後翌日および数日間 25℃
で培養し、軟腐病感染ハクサイの罹病組織を作成した。
（２）走化性の検証
 罹病組織等細菌サンプルとハクサイ葉切片等誘因物
質を対峙させることで走化性を観察したが、その際に細
菌が通過できるフィルター等を挟むことで不要な植物組
織等を除けるのではないかと考え、適するフィルターの
孔径を検討した。
（３）走化性を利用した集菌装置の作成
 メンブレンフィルターの中にサンプルを入れる装置本
体、誘因物質、それらを入れる外枠、を配置する工夫を、
市販のプラスチック製品や 3D プリンターを用いて作成
した。作成したうち、A～D の４つの装置（Fig. 1、A、B
を縦置き、C、D を横置きと呼ぶ）を実験に供したが、装
置 B、 D は特にメンブレンとプラスチックの接合部の気
密性を保つことが難しく、ここでは。装置 A 及び装置 C
を実験に用いた。
Fig. 1 作成した集菌装置 
（４）集菌装置を用いた細菌の検出
装置本体に Pcc 罹病組織や罹病組織混合土壌を投入し、
装置本体へ水が流れ込まない量の滅菌水を加え、25℃の
インキュベータで一晩静置した。設置した誘引物付近の
水を 1.5ml マイクロチューブに回収し、定量 PCR 法やハ
クサイへの再接種法を活用して、サンプルから Pcc が選
択的に、かつ効率よく検出されるかを検証した。リアルタ
イム PCR 法では、以前に研究室の金田が作成した、16S 
rDNA 配列をベースとして設計された、細菌を非特異的に
検出するプライマーと、Pcc を特異的に検出するとされる
PPW プライマーを用いた。 
３. 結果及び考察
（１） 集菌装置の最適化
集菌装置の最適化は検出、診断実験を進行させながら
行ったが、フィルター等としては、当初より用いた孔径
5.0μm のメンブレンが最適であると考えられた。また、実
験を重ねると、当初実験に用いた装置 A、B のような、サ
ンプルと誘因物を縦置きする装置では Pcc 以外の雑菌等
が重力によってフィルターを通過し、集菌されてしまう
ことが分かった。そのため装置 C、D のような横型の装置
を作成し研究途中からは主に装置 C を用いた。 
（２）縦置き装置利用での誘因物の違いによる Pcc 回収率
の差
 誘因物として宿主植物組織と非宿主植物組織、人工誘
引物物（寒天培地）の三つを用い、Pcc の回収率にどのよ
うな違いを生むのかを、縦型の集菌装置を用いて検証し
た。リアルタイム PCR 法によって Table.1 のような結果
が得られた。し実験ごとに数値のブレが大きかったが、表
に示す以外の実験の結果も含め考察すると、特に、実験
3,4 よりハクサイを誘因物として実験した場合にある程
度選択的に Pcc が回収されると考えられた。しかし、サン
プルによっては雑菌の増殖が起き、縦置き装置だと走化
性に関係なくそれらの細菌が落下することで回収されて
しまう場合もあった。そのため、細菌の非特異的な落下を
防ぐため横置き型の装置を作成することとした。
Table. 1 誘因物の種類と Pcc 回収率 
(縦置き装置) 
（３）横置き装置利用での誘因物の違いによる Pcc 回収率
の差
横置き装置を作成するとともに、リアルタイム PCR 法
だけではなく、ハクサイ再接種法も利用し回収された細
菌中の Pcc の割合を評価することにした。装置により得
られた菌液を NA 平板培地にまき、生えてきたコロニーを
ランダムにハクサイへ接種することで病徴を確認する手
法である。これにより得られた結果を Pcc の選択的回収
率として、Fig.2 に示した。
Fig. 2 誘引物の違いによる Pcc 回収率（横置き装置） 
横型装置を用いることで、縦型装置とリアルタイム PCR
法で示唆されていた宿主組織を誘引物として用いること
の効果が確認できた。
（４）回収の選択性の検討
以前、研究室の金田はハクサイ軟腐病感染組織を用い
て日数経過による Pcc 数とその他細菌数の増減をリアル
タイム PCR 法で調査した。多くの場合、感染後一週間経
過すると Pcc 数に対する雑菌数の顕著な増加が認められ
た。そこで今回、横型装置を用いて雑菌が増殖したサンプ
ルからの選択的・効率的な Pcc 回収が可能かどうかを調
査した。その結果、接種後 7 日間が経過したサンプルか
らはPccの高選択的な回収は難しいと考えられた（Fig.3）。
しかしながら 5 日目サンプルを用いた実験では横型装置
使用時と不使用時に選択的回収率に大きな差が認められ
ることから、7 日目サンプルでも装置を使用することで
Pcc に対する選択性はいくらかの効果を持つものと考え
られた。実験を重ねると接種するハクサイによって雑菌
の混入の度合いに差が生まれることが分かったため、装
置としての問題は残しながらも、土壌サンプルからの病
原回収に本法を試用することとした。
Fig.3 Pcc 回収率の選択性の検討 
（５）罹病組織混合土壌からの Pcc の選択的な回収 
 学科の温室で利用されている土を使用し、罹病組織混
合土壌を作成した。混合土壌と横型装置を用いた実験を
結果 Fig.4 に示す。土壌を用いた実験は行った限りでは結 
果のブレが激しく、土壌からの病原を回収することは難
しいものであった。引き続き土壌を用いた実験を行い、横
型装置 C の利便性を明確にしていくことが必要になると
考えられる。また、装置の実用性を考え、装置そのものの
改良や土壌、誘引物の種類や形状を検討することで高い
安定性を持った、現場でも利用可能な手法を開発するこ
とができるかもしれない。
Fig.4 罹病組織混合土壌における Pcc の選択的回収率 
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